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(57) Abstract 

The use of human cell lines for producing heterolo- 
gous proteins, particularly therapeutically useful proteins, 
on an industrial scale after genetic engineering of their 
coding sequence and insertion into a suitable vector, is dis- 
closed. The cell lines are non-tumoral lymphoblastoid lines 
which have been immortalized by EBV. The construction 
of an integrative-type vector plasmid comprising an ex- 
pression cassette designed to promote the optimal expres- 
sion of heterologous DNA sequences in lymphoblastoid 
cells is also disclosed. 

(57) Abrege 

L'invention concerne l'utilisation de lignees cellu- 
1 aires humaines pour la production, a I'echelle industrielle, 
de proteines heterologues, plus particulierement d'interet 
therapeutique, apres manipulation genetique de leur se- 
quence codante et insertion dans un vectcur approprie. Les 
Hgnees cellulaires sont des lignees lymphoblastoldes non 
tumorales immortalisees par 1'EBV. L'invention concerne 




egalement la construction du plasmide vecteur de type in- VA gme 

tegratif comportant une cassette d'expression concue pour favoriser 1' expression optimale de sequences d'ADN heterologue dans 
les cellules lymphoblastoldes. 
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Expression dans des Hgnees lymphoblastoldes huroalnes 
non-tumorales avec un vecteur Integratlf. 

5 

L ' invention concerne 1 ' utilisation de lignees 
cellulaires humaines pour la production, a l'echelle 
indust rielle , de proteines heterologues, plus 
particulierement de proteines d'interet therapeutique, apres 

10 manipulation genetique de leur sequence codante. 

Plus particulierement, 1' invention concerne 
1 ' utilisation de cellules lymphoblastoldes humaines, 
immortalisees in vitro par le virus d * Epstein-Barr et 
selectionnees pour leur absence de caractere tumoral ou 

15 tumorigene. Pour assurer 1' expression de proteines 
heterologues par lesdites cellules, la sequence codante de 
ces proteines est inseree dans un plasmide vecteur 
genet iquement manipule, de type integratif et portant une 
cassette d' expression concue pour permettre l 1 expression 

20 desdites proteines dans les cellules lymphoblastoldes 
trans formees, donees et selectionnees, et ayant integre la 
cassette d* expression dans 1 1 ADN chromosomique cellulaire. 

L* invention concerne aussi la conception et la 
construction de ce plasmide vecteur destine a assurer une 

25 production optimale des proteines heterologues par les 
cellules lymphoblastoldes transf ormees . 

La production de proteines d'interSt therapeutique 
difficiles a purifier a partir de sources naturelles ou 
elles sont presentes en petites quantites ou dont les 

30 sources sont potentiellement dangereuses comme les tumeurs 
ou le plasma sanguin eventueliement contamine par des virus, 
justifie encore de nombreux efforts de recherche et 
developpement en cultures de cellules in vitro, dans des 
conditions de culture bien standardisees et offrant des 

35 garanties d'innocuite. 

Cependant l 1 expression de molecules de grande 
taille et dont l'activite biologique depend de la structure 
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spatiale et de la maturation correcte (glycosylation, 
sialylation, etc..) n'est pas possible dans n'importe quel 
type de cellule, en particulier dans les microorganismes, 
dont la fermentation industrielle est simple. Par centre 
5 dans les cellules eucaryotes, si la maturation des molecules 
pose moins de problemes, e'est la culture meme des cellules 
qui pose des problemes a 1'echelle industrielle, la plupart 
des cellules non tumorales ne se multipliant que sous forme 
de monocouche, adherant au recipient de culture. Des progres 

10 importants ont ete apportes par la mise au point de 
techniques de culture sur microporteurs et en bioreacteurs 
mais elles ne conviennent pas a tous les types de cellules 
et posent des problemes si les proteines ne sont pas 
excretees dans le milieu de culture. D' autre part des 

15 cellules comme les Vero qui sont particulierement bien 
adaptees a ce mode de culture sont tres refractaires aux 
manipulations genet iques . 

La recherche de nouvelles lignees cellulaires et 
de vecteurs adapter pour permettre la manipulation genetique 

20 de celles-ci justifie done tou jours d 1 importants efforts de 
recherche . 

C'est pourquoi la Demanderesse a envisage 
1* utilisation de lignees lymphoblastoldes humaines 
semblables a celles qu'on utilise deja pour la production 

25 d'anticorps monoclonaux mais cette utilisation necessite la 
mise au point de vecteurs de clonage et d* expression 
particulierement adaptes a ces cellules. 

Dne lignee lypmphoblastolde huraaine, la lignee 
Namalwa, a deja ete utilisee pour produire une proteine 

30 heterologue ; elle se multiplie bien en suspension et 
secrete la proteine heterologue dans le milieu ou on peut la 
recuperer, sous forme biologiquement active (Yanagi et al. 
Gene 1989,76,19 et DNA 1989,8,419) mais cette lignee est 
derivee d'un lymphome de Burkitt et presente un haut degre 

35 de tumorigenicite . 

C'est pourquoi l'objectif de la presente invention 
est I'utilisation de cellules lymphoblastoxdes humaines non 
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tumorales et non tumorigenes. 

De telles cellules sont connues : par 
transformation avec le virus d 'Epstein-Barr (EBV) on peut 
immortaliser des lymphocytes B du sang d'un donneur sain 
quelconque, et selectionner des lignees qui ne synthetisent 
que l'antigene nucleaire EBNA-1 de l'EBV (Thoda et al. 
Cancer Res. 38, 1978, 3560). De telles lignees proliferent 
de maniere indefinie en culture mais ne sont pas tumorales, 
ce qu'on verifie par leur absence de capacite de former des 
colonies en agar, et elles ne sont pas tumorigenes sur la 
souris "nu-nu" (Gurtsevitch et al, Int J. Cancer 42, 87, 

1988, Tursz, Medecine/Sciences 6, Suppl.42, 1989). 

La Demanderesse utilise deja des lignees de ce 
type pour produire des anticorps monoclonaux . Un milieu de 
culture pauvre en proteines a ete mis au point pour 
faciliter la purification des molecules secretees (brevet F 
2 600 076) . 

Ce type de cellule a deja servi de modele pour 
exprimer des proteines heterologues dont le gene est insere 
dans un replicon autonome qui se maintient a l'etat 
episomique dans la cellule parce qu'il porte I'origine de 
replication de l'EBV qui se retrouve sous le contrdle de la 
proteine EBNA-1 de l'EBV qui a servi a immortaliser la 
lignee cellulaire (Kioussis et al . EMBO J. 6, 1987, 355 ; 
Young et al. Gene 62, 1988, 171 ; Jalanko et al. Gene 78/ 

1989, 287). Toutefois, l'etat episomique du replicon ne 
permet pas de garantir la stabilite de son nombre de copies 
par cellule et done la capacite de production de la proteine 
heterologue au cours du temps, surtout a une echelle 
industrielle qui implique un tres grand nombre de cycles de 
multiplication cellulaire. 

C'est pourquoi la presente invention concerne 
egalement la mise au point, par manipulation genet ique, d'un 
vecteur comportant tous les elements necessaires a 
1' expression d'une proteine heterologue dans les cellules 
lymphoblastoides humaines mais egalement des elements d'ADN 
favorisant 1 ' integration de cet ensemble dans l'ADN 
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chromosomique de la cellule receptrice. 

Ainsi la presente invention concerne 1 'utilisation 
de lignees de cellules lymphoblastoldes humaines, 
immortalisees in vitro par 1'EBV et select ionnees pour leur 
absence de caractere tumoral ou tumorigene, lesdites 
cellules pouvant etre derivees des lymphocytes B d'un 
donneur sain quelconque ou, parmi de telles lignees, on peut 
choisir une lignee particuliere et bien caracterisee, 
deposee a l'ATCC sous la reference CCL 156 RPMI 1788. 

L'utilisation selon 1' invention permet la 
production, a l'echelle industrielle , de proteines 
heterologues codees par un segment d'ADN adapte pour etre 
insere dans un plasmide vecteur genetiquement manipule, de 
type integratif et portant une cassette d* expression 
15 comprenant tous les elements permettant • 1 • expression 
desdites proteines heterologues apres integration de ladite 
cassette d l expression dans l'ADN chromosomique des cellules 

lymphoblastoldes . 

La presente invention concerne egalement la 

20 conception et la construction du plasmide vecteur destine a 
1 'utilisation des cellules lymphoblastoldes pour la 
production de proteines heterologues.. Ledit plasmide 
comprend, outre les elements d'ADN bacterien necessaires a 
son amplification dans un note de type E.Coli et qui 

25 derivent du plasmide de depart pMLPIO (Ballav et al. Hepadna 
Viruses f 1987, 481 Ed. Alan R. Liss), 

- les el6ments qui constituent une cassette d' expression 
permettant 1' insertion d'un ADN heterologue quelconque en 
vue de son expression dans les cellules lymphoblastoldes 

30 humaines, 

- la sequence d' ADN de 1 'Adenovirus 5 codant pour les ARN VA 
I et VA II pour optimaliser la traduction des ARN messagers 
(Mathews, Cell £, 223, 1975 ; Soderland et al, Cell 2, 585, 
1976 ; Schneider et al, Cell 21, 291, 1984, Svensson et al. 

35 EMBO J. L, 957, 1985) / 

- le plasmide comprend en outre un gene de selection 
manipule pour etre efficace dans les cellules eucaryotes : 
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on peut choisir l'ADN codant pour la xanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase (XGPRT) de E.coli place sous le 
controle du promoteur et des signaux de maturation du gene 
TK du virus Herpes simplex 1 (HSV1) (Mulligan Berg. Proc. 
5 Natl. Acad. Sci. USA 98, 2072, 1981) / on peut egalement 
choisir l'ADNc de la dihydrof olate reductase de souris 
(DHFR) qui permet une amplification genique en presence de 
methotrexate (Alt et al, J. Biol. Chem.2Ji2, 1357, 1978) 
on peut aussi envisager 1 * utilisation simultanee des deux 
10 genes de selection, inseres a des points distincts du 
plasmide vecteur. 

- le plasmide vecteur comprend egalement des elements d'ADN 
selectionnes pour favoriser 1 ' integration de l'ADN 
plasmidique dans l'ADN chromosomique de la cellule 

15 lymphoblastoide . Ces elements d'ADN seront plus 
particulierement choisis parmi les fragments d'ADN 
mitochondrial de souris qui ont ete decrits comme favorisant 
la multimerisation en tandem d'ADN heterologue au cours de 
1 1 integration dans le genome de cellules de mammiferes 

20 (Lutfalla et al. Somatic cell and Mol. Genetics, 11, 223, 
1985) . 

La cassette d' expression comprend un ensemble 
d' elements constituant une unite de transcription 
f onct ionnelle dans les cellules choisies et plus 
25 particulierement : 

- en amont de la position qui recevra la sequence d'ADN 
heterologue, des elements de regulation d 1 Adenovirus humains 
coraprenant une sequence activatrice, un promoteur et une 
sequence " leader" , 

30 - et, en aval de cette position, un signal de 
polyadenylation derive du virus SV 40. 

Les elements derives d* Adenovirus humains sont de 
preference : 

- le promoteur de l 1 Adenovirus 5 (Lavery et al . J. Virol. 
35 61, 14666, 1987) place sous le controle d'une sequence 

activatrice de la transcription, situee en amont du 
promoteur, et de preference la sequence activatrice E1A de 
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1' Adenovirus 5, 

- le promoteur majeur tardif (MLP) de 1 'Adenovirus 2 couple 
a une copie ADNc de la sequence "leader" tripartite de 
1* Adenovirus 2, ce qui permet une augmentation de 
5 I'efficacite de la traduction des ARN messagers . Ces divers 
elements independants sont decrits par Berkner 
(Biotechniques 6, 616, 1988) . 

Ce choix n'est pas limitatif : d'autres elements derives 
d'Adenovirus peuvent aussi €tre utilises comme le promoteur 

10 majeur tardif de 1 'Adenovirus 5 et les "enhancers" du BKV 
(Grinnell et al, Mol Cell. Biol. 6, 3596-3605, 1986) ou du 
SV40 (Zenke et al, EMBO J. 5, 387-397, 1986), et en 
particulier de leur association en tandem (Berg et al., 
Nucl. Acid. Res, 16, 1635, 1988). 

15 La zone centrale de la cassette d 1 expression, 

destinee a 1" insertion de la sequence d 1 ADN heterologue a 
et6 concue pour offrir des sites de restriction rares pour 
favoriser cette manipulation d'insertion, et plus 
particulierement, les sites Not I, Bst E II, Bgl II, Mlu I. 

20 L' invention est plus particulierement destinee a 

1 'utilisation des cellules decrites, avec le plasmide 
vecteur decrit, pour produire des proteines d'interet 
therapeutique difficiles a purifier a partir de sources 
naturelles. L 1 invention comprend done 1* insertion des ADN 

25 codant pour ces proteines heterologues dans la cassette 
d' expression telle que decrite plus haut. Le plasmide 
vecteur est ensuite introduit dans les cellules par 
electroporation (Potter et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
81, 7161, 1984). 

30 Comme premier ADN utilise a titre de modele pour 

prouver la faisabilite technique des productions proposees, 
on a utilise 1 * ADN de 1 ' erythropoietine humaine (qui sera 
notee Epo ou Epo HR pour erythropoietine humaine 
recombinante) . On peut aussi utiliser un ADN d'une proteine 

35 analogue presentant I'activite de 1' erythropoietine. 

La proteine naturelle est produite dans les reins 
et circule en tres faible quantite dans le plama. Elle joue 
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un role essentiel dans la maturation des erythrocytes. 

Elle comprend 166 acides amines et de 40 a 50 % de 
glucides ce qui impose sa synthese dans des cellules 
appropriees. Son extraction a partir d 1 urine de patients 
5 aplasiques (Mikake et al . J. Biol. Chem. 252 5558, 1977) et 
a partir de tumeurs renales (Sherwood et al. Endocrinology 
99, 504, 1976) sont decrites mais ne permettent pas une 
production industrielle . 

La production d'Epo humaine recombinante a 
10 egalement ete decrite dans divers types de cellules (COS, 
CHO, BHK, NIH 3T3) mais les inconvenients de ces differentes 
cellules ont deja ete evoques plus haut. 

Un deuxieme modele a ete mis au point avec la 
sequence codante de 1 f interleukine 3 (IL-3) . 
15 L f IL-3 est une glycoproteine de 20-26 kDa 

stimulant la proliferation et la dif f erenciation des 
progeniteurs hematopoietiques appartenant aux lignees 
erythroides, megacaryocytaires , granulo-macrophagiques , 
eosinophiles et basophiles, dont l'ADNc humain a ete clone 
par Yang et al (Cell 47,3-10,1986). Chez la souris, l'IL-3 
est impliquee dans 1 ' aut orenouvel lement et la 
dif ferenciation de la cellule souche multipotente (CFU-S) , 
en synergie avec l'IL-1. L'IL-3 possede egalement, en 
synergie avec les cytokines specifiques de chaque lignee, 
une activite sur la croissance et les fonctions de cellules 
dif f erenciees (macrophages et mastocytes, polynucleaires 
neutrophiles et eosinophiles) . A cause de son r61e dans la 
stimulation des cellules souches hematopoietiques, 1 ' IL-3 
pourrait trouver une application therapeutique dans le 
traitement des aplasies medullaires (Shrader, Annu . Rev. 
Immunol. 4, 205-230, 1986 ; Mizel, FASEB J. 3, 2379, 1989 ; 
Tigaud et al., medecine/sciences 7, 444, 1991). II a ete 
montre aussi que l'IL-3 stimule 1 'hematopoiese chez les 
primates, en synergie avec le GM-CSF (Donahue et al., 
Science 241, 1820, 1988) . 

Un troisieme modele a ete mis au point avec la 
sequence codante du GM-CSF (granulocyte-macrophage colony 



WO 93/03163 



PCT/FR91/00636 



10 



8 

stimulating factor).. Le GM-CSF est aussi une multipoietine, 
c'est-a-dire un facteur de croissance capable, comme l'IL-3, 
de stimuler la croissance et la dif ferenciation de plusieurs 
lignees hematopoietiques (granulo-monocytaires , erythroides 
et colonies mixtes) et d'agir sur les fonctions des cellules 
differenciees (macrophages) . Le gene humain du GM-CSF a ete 
clone par plusieurs equipes (Wong et al. Science 228, 810, 
1985 ; Lee et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 4360, 1985 ; 
Cantrell et al, Proc. Natl Acad; Sci USA 82, 6250, 1985 ; 
Miyatake et al, EMBO J. 4, 2561, 1985) et cette molecule 
fait I'objet d'etudes de developpement clinique chez l'homme 
dans le traitement des aplasies medullaires, des leucopenies 
d'origine virale (EBV r HIV) et le traitement des cytopenies 
induites par les chimiotherapies anti-neoplasiques (Clark et 
15 Kamen, Science 236, 1229, 1987 ; Groopman et al, N. Engl. J. 
Med. 321, 1449, 1989 ; Applebaum et al, Sem. Hematol. 26, 7, 
1989 ; Solal-Celigny, medecine/Sciences 4, 231, 1991 ; 
Tigaud et al., medecine/sciences 7, 444, 1991). 

La presente invention couvre egalement les lignees 
20 cellulaires apres leur transformation stable par un plasmide 
vecteur tel que decrit et qui ont ete donees et 
selectionnees par criblage, parmi de nombreux clones 
transformes, pour leur taux eleve de secretion de la 
proteine heterologue choisie. Les procedes de recolte et de 
25 purification sont adaptes a chacune des proteines. 

Les exemples suivants sont destines a illustrer 
1' invention sans toutefois en limiter la portee. 

Les 2 figures suivantes permettent de mieux 
comprendre les constructions genetiques : 
30 Fimire 1 : Schema de la construction du vecteur pTS39. 

Toutes les constructions derivent du plasmide pMLPlO. Les 
abreviations suivantes sont utilisees pour designer les 
differents fragments d'ADN : E : sequence activatrice du 
g£ne E1A d l Ad5 ; MLP : promoteur majeur tardif d'Ad2 ; L : 
35 copie ADNc de la sequence leader tripartite d'Ad2 ; CAT : 
gene bacterien codant pour la chloramphenicol acetyl 
transferase ; Ll : polylinker du P UC18 ; L2 : 
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oligonucleotide de synthese ; P : region codante de la 
proteine heterologue ; pA : signal de polyadenylation du 
virus SV40 ; XGPRT : gene bacterien codant pour la xanthine 
guanine phosphoryosyl transferase ; VA : genes d'Ad5 codant 
5 pour les ARN VA ; mi to : fragment d'ADN murin d'origine 
mitochondriale ; DHFR : ADNc murin codant pour la 
dihydrofolate reductase. 

Figure 2 : Schema du vecteur d' expression de type integratif 
pTS39. 

10 ADN mito : fragment d'ADN murin d'origine mitochondriale. Un 
second gene de selection (DHFR) est place en position 
bicistronique en aval de la region codante P. 
Autres abreviations : coitime figure 1. 

15 Exemole 1 : construction du verteiir integratif 

Le vecteur integratif pTS39 represents sur la 
figure 2 a ete construit par les etapes successives 
suivantes, schematisees dans la figure 1. 

- Le plasmide de depart est le pMLPIO (Ballay et al. Hepadna 
20 Viruses, 481, 1987, Ed. Alan R. Lis's) . 

- Le plasmide pMLPCAT derive du pMLPIO par insertion du 
fragment Hindlll-BamHl du pHp34-CAT contenant le gene CAT et 
les signaux de maturation de SV40 (P. Gilardi et al, Nucleic 
Acid Research 20 . 7877-7887, 1984) entre les sites Hind lll 

25 et BamHI du pMLPIO. 

- Le plasmide pTSl a ensuite ete obtenu par insertion du 
polynker E^RI-fljja£III de pUC18 au niveau du site ExllI du 
pMLPCAT . 

- Le plasmide pTS2 derive du pTSl par insertion de 
30 1 1 oligonucleotide de synthese suivant (note L2 4ans les 

s enemas) : 

— AGCTTGCGGCCGCGGTTACCAGATCTACGCGTGTT-3 ' 
-ACGCCGGCGCCAATGGTCTAGATGCGCACAA-5 1 
contenant les sites rares Not l. sac ii f BstE ll r Bgl ll r Mlu l 
35 entre les sites Hindlll-Hpal du pTSl, et ou sera inseree la 
sequence codante de la proteine heterologue choisie (notee 
P) . 
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- Le plasmide pTS5 est ensuite obtenu en inserant le 
fragment Hindlll du pAG60VA (contenant les genes VAI et VAII 
d'AdS) au niveau du site P TS2 - 

- Le plasmide pTS17 derive du pTS5 par insertion du fragment 
5 EHtCl de P AGT40 (contenant le gene XGPRT sous le controle du 

promoteur et des signaux de maturation du gene Tk du virus 
HSV1) au niveau du site £mal de £125.. 

- Le plasmide pTS37 derive de P TS17 par insertion du 
fragment fiflflRI-ExaJ du P 5l contenant sequence d 1 ADN 

10 mitochondrial de souris au niveau du site Sa&I du pTS17 . 

- Enfin, le plasmide pTS3 9 est obtenu en inserant le 
fragment fiamHl-Ealll du P TG1086 (contenant la region codante 
du cDNA DHFR murin, qui constitue un moyen de pression 
selective alternatif au XGPRT) au niveau du site fialll de 

15 pTS37, pour etre place en position bicistronique par rapport 
a la sequence codante P inseree dans 1 ' oligonucleotide L 2 - 

- Le plasmide pTS39 sera note pTS39-P quand la sequence 
codante d'une proteine heterologue sera inseree dans 
l'oligonucl6otide L 2 (et done note L 2 -P sur le schema). 

^rcn- ? ■ ™Hn«»Mnn nn plasma PTfi39 r»nr produ i re 

y^hmnn^HnP hnmai ne rian,S 1 ftfi r-Hnlfft lWtl"M nfttOldCS 

Tgnlgmen t Hn aenft de l'EPQ 

25 Une banque d'ADN genomique a ete criblee avec un 

oligonucleotide 30-mer : 5 ' — CGTGATATTCTCGGCCTCCTTGGCCTCCAA— 3 • 
deduit de la sequence du gene (Lin et al, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA H2./ 7580, 1985). Cette sonde est complementaire 
inversee de 1'ARN messager et elle reconnalt la sequence de 

30 1'Epo en position 129-159 (la base No 1 representant 
1' initiation de la traduction) . 

Le vecteur de clonage est EMBL 3, il contient des 
fragments inseres d 1 ADN humain de 12 a 20 kb. On etale 10? 
clones repartis sur 10 boltes de 15 cm de diametre. Trois 

35 series de f litres, repliques de ces boites, ont ete lavees 
et hybridees avec les sondes oligonucleotidiques marquees a 
l'aide de la T4 polynucleotide kinase, et presentant une 
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activity specifique de 10 9 cpm/u.g, dans les conditions 
suivantes : 

- Pre-hybridation : 3 SSC, 2 X Denhardt's, 0,005 % Tetra- 
sodium disphosphate {Nappi ) , 100 Hg/ml sperme de saumon, 

5 52°C pendant 4 h. 

- Hybridation : 6 SSC, 2 X Denhardt's, 0,05 % Nappi, 20 
M-g/ml tARN, 55°C pendant la nuit avec la sonde Epo ( 10 6 

cpm/ml par filtre) . 

- Lavage : 2XSSC, temperature laboratoire, 2 X SSC, 0,005 % 
10 Nappi, 3 x 20 rain, a 52°C. 

- Lavage supplementaire en 1 X SSC, 0,05 % Nappi a 52°C 
pendant 20 min et/ou 0,1 SSC, 0,05 % Nappi a 52°C pendant 
20min. 

Quatre criblages successifs ont ete realises pour 
15 aboutir a la caracterisation de 3 clones purs hybridant tres 
fortement avec la sonde. 

L'ADN de ces 3 phages a ete amplifie, puis 
analyse. Afin de contrSler la presence du gene Epo dans son 
integralite, la carte de restriction de ces 3 clones a ete 
20 construite et la presence des extremites 3 1 et 5 ' du gene 
Epo a ete recherchee en utilisant deux sondes 
oligonucleotidiques reconnaissant les bornes de ce gene. 
Deux clones parmi les trois contenaient le gene Epo dans son 
integralite. Des fragments de restriction contenant le gene 
25 Epo dans son integralite ont ete sous clones dans un vecteur 
d 1 amplification du type pUC. Ainsi les deux fragments de 
restriction BamH l- Hind lll de 5,4 kb et BqI II- BqI II de 4 kb 

ont ete sous clones . 

30 2.2. Tsolement de l'ADNc hrnnain de I'Epo 

Les ARN totaux d'une tumeur renale humaine 
exprimant de facon constitutive l'Epo ont ete isoles . A 
partir de ces ARN totaux la fraction ARN poly A+ a ete 
isolee par passage sur colonne d'oligo-dT et clonee par la 
35 methode PCR. 

Deux sondes encadrant l'ADNc de l l Epo ont ete 

choisies : 
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INTS 10 : 5 * -CTGGAGTGTCCATGGGACAG-3 ' 
Cet oligonucleotide (20-raer) est en position 694 par rapport 
a 1' adenosine 1 de 1 1 ATG (initiation de la traduction du 
messager Epo) . Cet oligonucleotide reconnalt la sequence 
5 inverse complementaire de l'ARNm de I 1 Epo et borne la partie 
3» de l'ADNc. 

INTS 9 : 5 1 -AGGCGGGAGATGGGGTGC-3 1 
Cet oligonucleotide (20-mer) est dans le meme sens que 
l'ARNm et borne la partie 5' de l'ADNc de 1'Epo (position-10 

10 par rapport a l'adenosine 1 du codon d' initiation) . La sonde 
INTS 10 permet de recopier la matrice ARNm de 1'Epo en 
utilisant la reverse transcriptase. L'ARNm est ensuite 
degrade a la soude pendant 1 heure a 65°C. Cet ADNc simple 
brin peut-etre alors amplifie par la technique PCR en 

15 utilisant les deux sondes bornant l'ADNc : INTS 10 et INTS 
9. Un fragment d'ADN de 723 pb a ete ainsi amplifie puis 
isole par electrophorese, clone dans un vecteur 
d' amplification du type pUC puis sequence. 

20 ft. 3. Tnt:rO ril ^ tion dftR se q n^nr-fts rrodantes de 1'EPO dflTlS l e 
Y*r>+*MTc pTS39. 

La sequence codante de 1'Epo (genomique ou ADNc) 
est introduite dans 1 1 oligonucleotide (L 2 ) du plasmide pTS39 
sous forme de fragment fia£EJI-BalH entre les sites Bind! I I 

25 et Bain- 

Les constructions resultantes seront appelees 

pTS39-Epo. 

? , 4, Trfncifpnt i'nn des r.ftllules fi£ ft*l ftfltiQIl 

30 triw^ 01 "™ 3 "* 15 

La transfection est realisee avec un 
electropulsateur ATEIM (Bioblock, France) . Deux solutions 
acqueuses sont preparees prealablement : 

Le milieu de fusion : Inositol 250 mM, KH 2 P0 4 1 mM, Mg 
35 Acetate 0,5 mM, Ca Acetate 0,1 mM ; pH 7,4. 

Le milieu post-fusion : NaCl 132 mM, KCI 8 mM, KH 2 P0 4 ImM, 
Mg Acetate 0,1 mM, Ca Acetate 0,1 mM ; pH 7,4. 
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Apres 2 jours de culture, les cellules sont lavees et 
ajustees a 4.10 7 /ml dans le milieu de fusion. La suspension 
est incubee 10 min a 0°C en presence de 1 1 ADN a transfecter 
(S^g/lO 6 cellules) . Un echantillon de la suspension est 
5 place entre les electrodes de l'appareil et 
1 1 electroporation est conduite dans les conditions 
suivantes: 4 impulsions rectangulaires a 1 seconde 
d'intervalle de duree 100 \Ls r avec un champ electrique de 

1.500 V/cm 2 . Immediatement apres le choc electrique la 
10 suspension est diluee au 1/20 puis incubee 20 min a 37°C. La 
viabilite des cellules se situe entre 20 et 60 %. Les 
cellules sont ensuite mises en culture a une concentration 
de 0,5 10 6 cellules/ml. 

4 8 heures apres la transfection un aliquot du 
surnageant est preleve pour le dosage de l'Epo. Les cellules 
sont alors cultivees en milieu select if (Iscove, 10 % SVF - 
serum de veau foetal - di'alyse, acide mycophenoliaue 1 
Jig/ml, xanthine 250 \ig/ml correspondent au gene de selection 

XGPRT) . 

Apres 14 a 21 jours de selection sur le pool, des 
clonages par dilution limit e sont realises en microplaques 
de 96 puits en presence de cellules nourricieres 
{lymphocytes humains totaux, irradies a 4000 rds, issus de 
donneurs sains) . 

2.5. Product ion d'Eoo HR par les cellules transformees 

*Cellules ATCC CCL156 transformes par le vecteur 
d* expression pTS39-Epo. 

Environ 6.10 6 cellules CCL156 sont transfectees 
par electroporation avec 30 \iq d 1 ADN plasmidique puis 

soumises 48 h apres transfection, au milieu selectif 
contenant la xanthine et 1* acide mycophenolique . La 
population resistante est clonee par dilution limite en 
presence de cellules nourricieres (lymphocytes humains 
irradies) . Parmi les different s clones obtenus, le clone 156 
0,5AF8 secrete environ 100 a 150 unit6s d f Epo par ml de 
milieu de culture/72 h et a ete suivi a long terme en 
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presence et en absence de pression de selection. Les 
resultats indiquent que ce clone est stable sur 48 passages 
soit environ 7 mois de culture en absence de pression de 
selection. 

5 L 1 analyse en Southern blot de l'ADN total extrait 

du clone 156 0.5AF8 indique que le vecteur pTS3 9-Epo est 
integre en tandem dans le genome cellulaire a raison de 15 a 
20 copies par cellule, que le clone soit cultive en presence 
ou en l 1 absence de pression de selection. 
10 En culture en "roller", le clone 0.5AF8 secrete 80 

a 100 U Epo/ml en trois jours de culture en milieu pauvre en 
proteines CK4 ou CK4N (milieu de base : melange Iscove-Ham 
F12 (1:1) ; CK4 : supplements : albumine humaine 50 mg/1, 
transferrine humaine (saturee a 30 % par adjonction de 
15 FeC13) 1 mg/1, insuline bovine 3 mg/1, acide linoleique 1 
mg/1, putrescine 10 |IM, ethanolamine 20 um ; CK4N, idem plus 
ribonucleotides : Adenosine 100 mg/1, Cytidine 100 mg/1, 
Guanosine 100 mg/1, Uridine 100 mg/1) . Ce taux de secretion 
peut atre renouvele 3 fois si le milieu est change tous les 
3 jours . 

♦Cellules iramortalisees in vitro par l'EBV (lignee INTS-F5) . 

L» experience realisee sur les cellules CCL156 a 
ete reproduite sur des cellules F5, deja utilisees au 
laboratoire pour la production d'anticorps monoclonaux 
(Goosens et al. J. Immunol. Methods 1987, 193) et qui 

sont transfectees avec le vecteur pTS39-Epo. Les dosages 
d'Epo effectues a differents temps apres la transfection 
sont positifs : on detecte 29 U Epo/ml/10 6 cellules apres 21 
jours de selection. 

? k n^tftr.tion dft 1'act i vif.P bioloaicrue et immunQlQaique de 
1 1 Epo HR 

* Culture d'erythroblastes de foie foetal. 

L'activite de l'Epo est mesuree in vitro d f apres 
1 1 incorporation de 59 Fe par les erythroblastes de foie 
foetal de souris (preleves au 13e jour de gestation) 
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cultives en 2 6 heures selon une methode derivee de celle 
decrite par Stephenson et al, (Endocrinology jLS., 1519, 

1971) . 

Les cellules sont dissociees mecaniquement et 
5 mises en suspension en milieu RPMI 164 0 (Tambourin et al, 
Biomedicine 12, 112, 1983 ; Goldwasser et al, Endocrinology 
22/ 315, 1975) a la concentration 1, 6 x 10 6 cellules/ml 
contenant 7 % de serum de veau foetal, 85 \IH d'albumine et 
0,4 p4 de transferrine humaine. 

10 Selon les cas un milieu sans serum est utilise 

dans lequel des phospholipides naturels (soja, ovolecithine) 
purifies ou synthetiques (32 x 10~ 3 M) et du cholesterol (1,6 
x 10" 3 M) sont solubilises en chloroforme, secondairement 
evapore sous courant d' azote. Les lipides en solution 

15 d'albumine a 1 mg/ml en RPMI sont disperses par les 
ultrasons en glace fondante (Boffa et coll, Exp. Hematol. 
1£, 675, 1982) . 

La suspension cellulaire est repartie en volume de 
200 \il dans les puits a fond rond des plaques de culture 

20 "Nunclon ,,M . Apres une incubation de 21 heures a 37°C en 
presence de 0,7% de CO2, la 59 Fe-transf errine est incorporee 
dans les puits, les plaques sont agitees et remises en 
incubateur pour une incubation prolongee de 5 heures. 

Chaque echantillon est analyse a 3 ou 4 

25 concentrations proteiques . L'activite de chaque dose resulte 
d'une quadruple determination. Le taux d ' incorporation du 
59 Fe sur l'heme extrait par la methylethylcetone ou dans les 
cellules est mesure en fonction du logarithme de la dose de 
1 1 6chantillon et les resultats sont exprimes en 

30 milliunite/ml ou par mg de proteine. 

L'etalon est de l'Epo humaine de recombinaison 
titrant 100.000 U/mg. Son activite specif ique a ete definie 
d 1 apres les echantillons d'Epo humaine issus de la seconde 
preparation de Reference Internationale (Annable et al, 

35 Bull. Wld. Hlth. Org. 42, 99, 1972). 

♦Culture de progeniteurs erythroides de moelle osseuse ou de 
sang peripherique . 
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Les effets de l'Epo HR sur la maturation des BFUe 
et des CFUe ont ete determines en culture de precurseurs 
cellulaires erythroides sur methylcellulose en milieu IMDM 
depourvu de serum (Cormier et al, Cell Differentiation, II, 
5 261, 1985) . L'Epo HR, comme l'Epo humaine urinaire, 
determine la differentiation et la maturation des BFUe issus 
de la moelle osseuse de souris ou du sang peripherique 
humain. L'effet-dose de l'Epo HR sur le developpement des 
CFUe est compare avec celui donne par l'Epo naturelle. 
10 *Detection par tests radio-immunologiques . 

Le dosage radio immunologique de l'Epo HR a ete 
realise dans les surnageants cellulaires selon deux 
procedes : 

. par precipitation par double anticorps en phase soluble : 
15 un immunserum de lapin anti-Epo urinaire humaine 
monospecifique (Terry Fox Lab, Vancouver) est incube avec un 
etalon d'Epo H ou un echantillon a doser pendant 16 h a 4°C. 
Apres ce delai, 2000 cpm 125 I-Epo HR (Amersham) sont ajoutes 
et les preparations sont incubees 2 h a 4°C. La dilution de 
20 1* immunserum choisie est celle qui donne une radioactivite 
fixee de 20 a 30 %. La dilution finale de 1' immunserum se 
situe entre 10" 4 et 10" 5 . Apres une incubation de 2 h a 20°C 
avec des immunoglobulines de chevre anti-Fc de lapin, la 
radioactivite du culot est mesuree. 
25 . par precipitation par double anticorps en phase solide sur 
Tachisorb** : 

les reactifs sont repartis en un seul temps sur plaques de 
microtitration Dynatech M 96 puits sous un volume final de 
220|ll. Apres une incubation de 2 heures sous agitation 
30 horizontale rotative a la temperature ambiante, la recolte 
s'effectue sur filtre de fibres de verre sur appareil 
Skatron M . 

La distribution concerne success ivement l'Epo de 
la gamme ou de 1 ' echantillon sous un volume de 100 \il , 
35 l'immun serum anti Epo 10 |ll r 125-I-Epo HR 10 \Ll et le 
Tachisorb R 100 Jll. Apres transfert en tube de polystyrene 
des echantillons sur fibres de verre, la radioactivite est 
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mesuree . 

La gamme de mesure de la methode est comprise 
entre 1 et lOOmU. 

Les surnageants des cellules transformees 
5 possedent des activites pouvant atteindre 800 U/ml alors que 
les surnageants cellulaires avec vecteur anti-sens sont 
depourvus d'activite. II y a tou jours une excellente 
correlation entre les dosages biologiques in vitro et le 
dosage radio immunologique . 

10 

2.7. Detection et mesure de l'activite bioloaioue in vivo de 
I'SPO 3R 

L'activite in vivo de l'Epo produite dans les 
surnageants de culture des cellules lymphoblastoides 

15 transformees est testee apres injection a des souris rendues 
polyglobuliques par transfusion afin d'hinhiber la synthese 
d'Epo endogene (Jacobson. et al Proc. Soc. Exp. Biol. Med, 
94, 243, 1957). Les resultats indiquent que l'Epo produite 
par les cellules lymphoblastoides presente une puissante 

20 activite biologique comparable a celle de l'Epo HR produite 
par des cellules CHO (Brevet Kirin-Amgen EP 0 148 605) . 

Les resultats traduisent une etroite correlation 
avec les dosages biologiques in vitro d 1 apres la seconde 
preparation de reference internationale d'Epo urinaire 

25 humaine. 

Exemple 3 : Procedes £e, preparation d£ concentres 

d ' ervthroooiet ine purifies a partir tivi sumageant ties 

cultures de cellules lymphoblastoides transformees 

30 

3. a) Premiere methode 

Le surnageant de culture cellulaire en milieu 
pauvre en proteines (CK4) est concentre par ultrafiltration 
sur membrane PM10 Amicon ou par filtration tangentielle sur 
35 Minitan M equipe d'une membrane PLGC suivie par un lavage en 
solution en glucose 12,5 mM, galactose 12 , 5 mM, PEG 6000 0,1 
mg/ml p-mercaptoethanol 10~ 4 M, jusqu'a une resistivite du 
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filtrat superieure a 5000 Ohms. 

Le concentrat lyophilise est chromatographie sur 
Dltrogel M AcA44 en tampon acetate de calcium 10 mM, NaCl 100 
mM, phenol 5,6 10~ 4 M, glucose 12,5 mM, galactose 12,5 mM, 
5 PEG 6000 0,1 mg/ml pH 6,8. Les fractions actives sont 
concentrees par ultrafiltration et lyophilisees . Le produit 
est ensuite traite par HPLC sur colonne TSK 545 DEAE en 
tampon acetate 0,048 mM, CaCl 2 3mM, glucose 12,5 mM, 
galactose 12,5 mM, PEG-6000 0,1 mg/ml, p-mercaptoethanol 

10 10- 4 M puis elution par un gradient de molarite discontinue 
de NaCl. Le rendement en activite est voisin de 75- %. Apres 
dialyse et concentration, le produit est chromatographie sur 
CM Affigel blue M en tampon phosphate lOmM, NaCl 150 mM pH 
7,2. L'Epo est eluee par une molarite de 1,15 M NaCl. 

15 L' activite specif ique de l'Epo HR est superieure a 100.000 
U/mg. 

3.b) p^ny^Tne mfethode 

Le concentrat des milieux de culture obtenu sur 

20 membranes d' ultrafiltration est traite sur DEAE Sephacel M a 
4°C en tampon acetate 48 mM, CaCl 2 3mM, phenol 5,4 10" 4 M, 
pH 4,5. L'activite retenue est eluee en NaCl 0,6 M. 

Apres concentration et dialyse, l'eluat est sounds 
a une filtration sur Ultrogel M AcA44, puis la fraction 

25 active detectee par RIA est chromatographic en HPLC-DEAE en 
presence de reducteurs et d'hexoses stabilisants . L'Epo HR 
eluee en tampon pH 5,5/ a faible molarite de NaCl, est 
concentree sur membrane Amicon" PM10 puis chargee sur une 
colonne de WGA-Sepharose 6MB en tampon PBS a 4°C. Son 

30 elution est obtenue par N-acetylglucosamine 0,5 M. 

En electrophorese sur gel en gradient de polyacrylamide (4 a 
30 %) en presence de SDS, un composant de 34 kDa est observe 
dans les preparations issues du WGA-Sepharose. Ce composant 
est identifie en n immunoblot n par des immunoglobulines- 

35 polyclonals anti-Epo HR et des anticorps monoclonaux anti- 
Epo HR. Un composant rainoritaire migrant sur une zone de 42 
kDa est observe dans certaines preparations. Ce composant 
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n'est pas reconnu en immunoblots par des immuns serums 
polyclonaux anti-Epo HR. Ce resultat est confirme par la 
detection radioimmunologique et par 1' analyse en culture 
d 'erythroblastes de foie foetal de souris des eluats 
5 d 'electrophorese preparative en gel de polyacrylamide SDS . 
Selon les cas, une etape de purification complementaire est 
realisee soit sur CM Affigel blue M , soit sur HA-Ultrogel M ou 
en HPLC filtration en milieu SDS 0,1 %. Le poids moleculaire 
apparent de l'Epo HR en gel de polyacrylamide/SDS est de 34 
10 kDa. 

L'activite specif ique obtenue est superieure a 
120.000 U/mg en culture d* erythroblastes et en RIA avec des 
rendements compris entre 20 et 30 % . 

15 3.c) Troisieme methode : Immunopurif ication de l'Epo HR 

*c-l . Preparation de 1 1 immunoadsorbant 

A partir de surnageants cellulaires la preparation 

d'Epo HR purifiee a ete realisee d'apres la methode decrite 

dans le deuxieme exemple ci-dessus. L'activite specif ique de 
20 cette preparation determinee par dosage radioimmunologique 

et par son activite en culture d' erythroblastes etait de 

130.000 U.I. 

l'Epo HR lyophilisee puis reprise en solution en 
presence de SDS a 0,05 % a servi a 1 1 immunisation de souris 
25 Balb/c. 

Chaque souris a recu a 15 jours d'intervalle trois 
injections intraperitoneales aux doses suivantes : 90, 45 et 
10 ou 35 \Lg pour la derniere injection. Toutes les fusions 

ont ete realisees 5 jours apres la derniere injection. 

30 Selon les experiences 30 a 90 % des puits de 

fusion ont ete testes. Les anticorps sont recherches dans 
les surnageants des puits de fusion d'apres leur capacite de 
fixer l ,l25 I-Epo HR. L' identification des complexes marques 
est obtenue par un anticorps de chevre anti-IgG de souris 

35 fixe par liaison covalente sur proteine A de staphylocoques . 
Les complexes sont collectes et comptes . 

Au cours de la lOeme fusion, 3 hybrides se sont 
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reveles positifs et ont ete clones. Le serum de la souris 
qui a fourni les splSnocytes presentait une reactivite 
immunologique de 65 % avec une dilution au 1/3000. Un 
anticorps monoclonal anti-Epo de reference : EplO-141A26 de 
5 classe IgG a ete obtenu. Son taux de fixation est compris 
entre 50 et 60 % . Le clone producteur de X' anticorps a' est 
avere stable apres de multiples clonages et sous clonages. 

Une expansion realisee en cuiture et en ascite a 
permis d'obtenir des volumes suffisants pour la purification 

10 de plusieurs dizaines de milligrammes d'anticorps. La 
purification des anticorps est realisee sur proteine G- 
Sepharose. L" anticorps purifie est obtenu par adsorption de 
X« ascite en tampon phosphate 0,1 M r pH 7,5, lavage a pH 6,5 
et elution en tampon glycine-HCl 0,1 M, pH 2,8. Des lots de 

15 30 mg d'anticorps Epl0-141A26 purifie sont obtenus et fixes 
sur Sepharose 4B activite (8ml de gel) par le bromure de 
cyanogene. A titre d'exemple une telle colonne peut fixer 
environ 5 a 6 mg d'Epo HR. Des essais preliminaires ont 
montre que l'Epo etait adsorbee par 1* anticorps immobilise a 

20 un pH voisin de la neutrality Son elution a ete analysee a 
differents P H : 6,5, 4,5, 2,8 et 2,2 ; elle s'effectue 
principalement a partir de pH 4,5 jusqu'a 2,8. 

La conservation de 1 1 immunoadsorbant est effectuee 
en tampon phosphate pH 7,5, Thymirosal M 0,02 % a 4°C ; la 

25 colonne peut §tre utilisee pour de nombreux cycles. 

*c-2. Purification de l f Epo 

La purification est realisee en deux etapes : 
- Premiere etape : 
30 Le surnageant de cellules lymphob last o ides est amene par 
ultrafiltration a une concentration proteique de 3 a 4 
mg/ml, puis dialyse en eau demineralisee et equilibre avec 
l'acide acetique a pH 4,5 et a 1.000 Ohms par addition 
d'eau. 

35 Apres elimination d'un precipite par 

centrifugation le produit est traite sur colonne de DEAE 
Sephacel M , equilibre en tampon acetate 0,04 M, CaCl 2 0,0025 
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M et phenol 5,4 10~ 4 M, avec un rapport egal a 0,1 (volume 
d'echangeur en ml/proteines incorporees en mg) . 
L'elution de la fraction active obtenue par addition de 0,6 
M NaCl dans le tampon de depart represente 15 a 20 % des 
5 proteines incorporees. Les produits elues sont equilibres a 
pH 7 puis dialyses jusqu'a une resistivite de 80 a 100 Ohms. 
- Deuxieme etape : 

Elle est realisee sur 1 • immunoadsorbant prepare selon la 
methode decrite ci-dessus. Les proteines eluees de la DEAE 

10 Sephacel M sont incorporees sur 1 ' immunoadsorbant en tampon 
phosphate 0,1 M pH 7,5 a 4°C avec un debit de 6 a 7 
ml/heure. Le lavage est effectue a pH 6,5 dans le meme 
tampon. L'elution de l'Epo a ete obtenue par un tampon 
glycine 0,1 M HC1 pH 2,2 avec un debit de 50 ml/heure a la 

15 temperature ambiante. L'eluat est equilibre par du tampon 
tris 1 M, pH 7,5. Le rendement en activite se situe entre 50 
et 60 % de l'Epo active de depart. 

*c-3. Caracteristiques de l'Epo HR immunopurif iee a partir 
des produits des cellules lymphoblastoides . 

20 Le degre d' homogeneite des preparations d'Epo HR 

est apprecie par densitometrie apres electrophorese en gel 
de polyacrylamide SDS. L'Epo est homogene a plus de 98 %. 
Le poids moleculaire apparent mesure par electrophorese en 
gel de polyacrylamide SDS est de 34.000 daltons . Son 

25 comportement electrophoretique est identique a celui de 
l'Epo produite par des cellules CHO ainsi qu'a celui de la 
molecule radioiodee (commercialisee par Amersham) . Son point 
isoelectrique est compris entre 3,5 et 4. Son activite 
specif ique est superieure aux preparations d'Epo urinaire et 

30 se situe selon les lots aux environs de 200.000 Ul/mg. 

Exemple 4 : Utilisation du p lasmide vecteur intecrratif pour 

produire 1 ' Interleukin e-3 humaine dans les cellules 

lymphoblastoldes . 
35 Une sonde constitute de 1 1 oligonucleotide 

complementaire inverse (30-mer) d'une sequence de l r IL-3 : 
5'TAA GTG TGT TAT AAT TTC ATC GAT CAT GTT 3' 
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a ete utilisee pour cribler une banque d'ADN genomique de 
leucocytes humains et une banque d'ADNc de foie foetal 
humain. La sonde synthetisee correspond a la base 110 (et 
suivantes) en aval de 1 * ATG initiateur de la sequence 

5 codante ADNc de l'IL-3. 

Plusieurs clones ont ete isoles et la presence du 
gene a ete confirmee par cartographie de restriction. Les 
phages contenant ces genes sont sous-clones dans pUC 18 sous 
forme de fragment Acc I de 5,4 Kb . Avant d'introduire ce 
10 fragment dans la cassette d' expression du plasmide vecteur, 
les sequences promoteur et 3' non traduite en sont 
eliminees. Pour cela, la region contenant la sequence 
codante est amplifiee par la methode PCR a l'aide des 2 
oligonucleotides de synthese suivants : 
15 intS 16 : 5' GATCCAAACATGAGCCGCCT 3' - 

debut : position -9 de 1 1 ATG (Met initiatrice) 
INTS 17 : 5' ATGTCCCGAGGCGCTGTGGT 3* 
debut : position 52 en aval du codon stop 
en utilisant comme matrice les clones genomiques dans P UC18, 
20 caracterises precedemment . 

Le produit d« amplification de 2.140 pb est sous- 
clone dans le site Sma I d'un P UC18 et partiellement 
sequence pour verifier l'integrite du gene IL-3 (selon Yang 
et Clark, dans "Developmental Control of globin gene 
25 expression" A.R. Liss p. 3-11 1987). 

La sequence codante ainsi controlee a ete 
introduite dans la cassette d' expression du plasmide vecteur 
decrit dans l'exenple 1. Un clone cellulaire transform* 
donnant une reponse bien positive a ete selectionne et 
30 multiplie. 

De l'interleukine-3 biologiquement active est 
secretee dans le milieu de culture des cellules. 

F77Q]Tir l o r ■ nti H ^Hnn du nlasmide v»rtgnr int*gratlf PQur 
35 ppriinrp. hit qM-csF remain — di^LS ^ ce l lu l es 

l yp^^l astoides . 

Une sonde constitute de 1 ' oligonucleotide 
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complement aire inverse (30 mer) d'une sequence du GM-CSF : 

5' TTG CTC TAA GCA CTT GAG CAG GAA GCT CTG 3' 
a ete utilisee pour cribler une banque d'ADN genomique de 
leucocytes humains et une banque d'ADNc de foie foetal 
5 humain. La sonde synthetisee correspond a la base 157 (et 
suivantes) en aval de I'ATG initiateur de la sequence 
codante du GM-CSF. 

Plusieurs clones ont ete isoles et la presence du 
gene a ete confirmee par cartographie de restriction. Les 
10 phages contenant ces genes sont sous-clones dans pUC18 sous 
forme de fragment Hind III/Eco RI de 3,2 Kb. Avant 
d'introduire ce fragment dans la cassette d* expression du 
plasmide vecteur r les sequences promoteur et 3* non traduite 
en sont eliminees. Pour cela, la region contenant la 
15 sequence codante est amplifiee par la methode PCR a l'aide 
des 2 oligonucleotides de synthese suivants : 
INTS 19 : 5 1 CACAGAGAGAAAGGCTAAAG 3* 
debut : position-31 de 1 1 ATG (Met initiatrice) 
INTS 18 : 5 1 ATTCCCATTCTTCTGCCATG 3* 
20 debut : position 177 en aval du codon stop 

en utilisant comme matrice les clones genomiques dans pUC18, 
caracterises precedemment . 

Le produit d 1 amplification de 2.240 pb est sous- 
clone dans le site Sma I d'un pUC18 et partiellement 
25 sequence pour verifier l'integrite du gene GM-CSF (selon 
Miyatake et al. EMBO J. 4, 2561, 1985). 

La sequence codante ainsi contrdlee a ete 
introduite dans la cassette d' expression du plasmide vecteur 
decrit dans l'exemple 1. Un clone cellulaire transforme 
30 donnant une reponse bien positive a ete selectionne et 
multiplie . 

Du GM-CSF biologiquement actif est secrete dans le 
milieu de cultures des cellules. 
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REVENDICATIONS 

1. - Utilisation de lignees de cellules 
5 lymphoblastoides humaines, immortalisees in vitro par le 

virus d T Epstein-Barr (EBV) et selectionnees pour leur 
absence de caractere tumoral ou tumorigene, pour la 
production a l'echelle industrielle de proteines 
heterologues codees par un segment d'ADN insere dans un 

10 plasmide vecteur genetiquement manipule, de type integratif 
et portant une cassette d'expression comprenant tous les 
elements permettant 1' expression desdites proteines 
heterologues dans lesdites cellules lymphoblastoides apres 
integration de ladite cassette d f expression dans 1'ADN 

15 chromosomique cellulaire. 

2. - Plasmide vecteur destine a 1 'utilisation des 
cellules lymphoblastoides pour la production de proteines 
heterologues selon la revendication 1, comportant les 
elements d'ADN bacterien necessaires a son amplification 

20 dans un hote bacterien de type E.coli, caracterise en ce 
qu'il comporte simultanement : 

a) les elements d'ADN constituant une cassette d'expression 
d'un ADN heterologue, ladite cassette etant concue en vue de 
son utilisation dans les cellules lymphoblastoides humaines r 
25 b) la sequence d'ADN de l'Adenovirus 5 codant pour les ARN 
VAI et VAII, pour optimaliser la traduction des ARN 
messagers, 

c) un gene de selection manipule pour etre efficace dans les 
cellules eucaryotes, 
30 d) des elements d 1 ADN selectionnes pour favoriser 
1 ' integration de 1' ADN plasmidique dans 1 'ADN chromosomique 
cellulaire . 

3.- Elements d' ADN constituant une cassette 
d'expression incluse dans le plasmide vecteur selon la 
35 revendication 2 a), caracterisee en ce qu'elle comprend : 

a) une sequence activatrice de transcription derivee d'un 
Adenovirus, 
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b) un promoteur et une sequence "leader" derives d'un 
Adenovirus, 

c) un oligonucleotide de synthese contenant des sites de 
restriction destines a 1' insertion de la sequence d'ADN 

5 codant pour une proteine heterologue choisie, 

d) un signal de polyadenylation derive du virus SV 40. 

4. - Cassette d' expression selon la revendication 
3, caracterisee en ce que : 

- 1' element a) est la sequence activatrice du gene EIA de 
10 1' Adenovirus 5 humain ; 

l'element b) est le promoteur majeur tardif de 
1' Adenovirus 2 humain associe a la sequence "leader" 
tripartite du m§me Adenovirus 2 ; 

- 1' element c) a ete concu pour offrir des sites de 
15 restriction rares pour favoriser la manipulation d' insertion 

de la sequence d'ADN heterologue. 

5. - Oligonucleotide inclus dans une cassette 
d 1 expression selon la revendication 3c) ou 4, caracterise 
en ce qu'il off re les sites de restriction Not I, Bst EII, 

20 Bgl II, MLu I. 

6. - Gene de selection inclus dans le plasmide 
vecteur selon la revendication 2 c) caracterise en ce qu f il 
est choisi parmi - l'ADN codant pour la xanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase (XGPRT) de E-coli place sour le 

25 contr61e du promoteur et des signaux de maturation du gene 
Tk du virus HSV1, 

- l'ADNc de la dihydrof olate reductase (DHFR) de souris 

- ou la combinaison des deux7 inseres a des points distinct s 
du plasmide vecteur. 

30 7.- Elements d'ADN inclus dans le plasmide 

vecteur selon la revendication 2 d) , caracterises en ce 
gu'ils comprennent un fragment d'ADN mitochondrial de 
souris . 

8.- ADN heterologue inclus dans la cassette 
35 d'expression selon la revendication 3 c) , caracterise en ce 
qu'il est constitue de la sequence codante d'une proteine 
choisie parmi les proteines d'interet therapeutique 
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difficiles a purifier a partir d'une source naturelle. 

9.- ADN selon la revendication 8, constitue de la 
sequence codante de 1 ' erythropoietine ou d'une proteine 
ayant l'activite de 1' erythropoietine. 
5 10.- ADN selon la revendication 8, constitue de 

la sequence codante de 1 ' inter leukine 3 ou d'une proteine 
ayant l'activite de 1 ' interleukine 3. 

11.- ADN selon la revendication 8, constitue de 

la sequence codante du GM-CSF. 

10 12.- Lignees cellulaires lymphoblastoides 

humaines immortalisees par 1'EBV pour 1 'utilisation selon la 
revendication 1, caracterisees en ce qu'elles sont 
transformees de maniere stable par les elements d'ADN d'un 
plasmide vecteur selon la revendication 2. 

15 13.- Lignees cellulaires selon la revendication 

12, caracterisees en ce qu'elles sont donees et 
selectionnees par criblage pour leur taux eleve de secretion 
de la proteine heterologue choisie. 

14. - Lignees cellulaires selon la revendication 
20 12 ou 13, caracterisees en ce que la lignee de depart 

receptrice du plasmide vecteur est la lignee deposee a 
l'ATCC sous la reference CCL 156 RPMI 1788. 

15. - Lignees cellulaires selon la revendication 
12 ou 13 r caracterisees en ce que la lignee de depart 

25 receptrice du plasmide vecteur est une lignee derivee de 
lymphocytes B d'un donneur sain, par immortalisation par 
l'EBV. 
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